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基础 研究 


抑制 mi 了 -23a 表 达 增 强 卵 巢 旺 顺 铂 敏 感性 的 分 子 机 制 


深圳 市 第 二 人 民 医 院 妇科 ,广东 深圳 518035 


摘要 :目的 分 析 抑 制 miR-23a 表 达 后 , 耐 药 卵 梨 癌 A2780 细 胞 对 化 疗 药物 顺 铂 的 敏感 性 变化 及 其 分 子 机 制 。 方 法 选择 顺 铂 耐 
药 卵 梨 癌 A2780 细 胞 株 为 研究 样本 ,并 分 为 两 组 ,其 中 对 照 组 仅 加 入 顺 铂 ,实验 组 加 入 顺 铂 及 antagomir-23a。 应 用 MTT 法 检测 
antagomir-23a 抑 制 miR-23a 并 经 顺 铂 处 理 后 细胞 增殖 抑制 率 ; 应 用 流 式 细胞 仪 分 析 细 胞 周期 分 布 情况 ;应 用 Hoechst33258 染 色 
分 析 细 胞 凋 亡 形态 学 变化 ;应 用 Western blot 法 分 析 耐 药 糖 蛋白 P-gp 的 表达 变化 。 结 果 抑制 miR-23a 并 经 顺 铂 处 理 后 ,细胞 增 
殖 抑 制 率 显著 上 升 (P<0.01), 顺 铂 中 效 浓度 (ICs0) 为 17.89 hmoyL, 比 对 照 组 ICs 110.18 pmol/L 降 低 了 83.76%(P<0.01), 细 胞 被 
阻 清 于 GO/G1 期 且 凋 亡 率 增加 (Px0.01);Hoechst33258 染 色 见 细胞 核 浓缩 .染色 增强 。Western blot 检 测 提 示 细 胞 P-gp 和 蛋白 表 
达 随 着 顺 铂 浓度 加 大 而 逐渐 减低 (P<0.01)。 结 论 抑制 耐 药 卵 梨 癌 A2780 细 胞 内 miR-23a 表 达 后 ,细胞 对 顺 铂 的 敏感 性 显著 增 
加 ,这 可 能 miR-23a 靶 基因 负 性 调控 因素 得 以 缓解 ,并 由 此 引发 P-gp 和 蛋白 表达 受 抑 有 关 。 

关键 词 : 微 小 RNA; 顺 铂 ; 卯 梨 癌 ; 耐 药性 


Inhibition of microRNA-23a increases cisplatin sensitivity of ovarian cancer cells: the 


Possible molecular mechanisms 
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Abstract: Objective To investigate the changes in cisplatin sensitivity of resistant ovarian cancer A2780 cells after inhibition of 
miR-23a expression and explore the molecular mechanisms. Methods The drug-resistant ovarian cancer A2780 cells were 
exposed to cisplatin alone or in combination with antagomir-23a. The cell inhibition rates after the treatments were detected 
using MTT assay, cell cycle changes assessed with flow cytometry, and apoptotic cells observed using Hoechst33258 staining. 
The changes in glycoprotein P-gp expression in the cells were detected using Western blotting. Results Inhibition of miR-23a 
combined with cisplatin treatment significantly increased the cell inhibition rate (P<0.01) and lowered the ICa of cisplatin by 
83.76% from 110.18 nmol/L in the control group to 17.89 hmolL (P<0.01). The combined treatments also caused cell cycle arrest 
in GO/G1 phase, increased the cell apoptosis rate (P<0.01) and the number of cells stained with Hoechst33258; the cellular 
expression of P-gp protein was significantly reduced as the cisplatin doses increased (P<0.01). Conclusion Inhibition of 
miR-23a expression increases the sensitivity of A2780 cells to cisplatin possibly by inhibiting the negative regulation by 
miR-23a target genes that causes inhibition of P-gp protein expression. 
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铂 类 化 疗 药物 是 治疗 卵巢 癌 的 常用 临床 药物 之 一 ， 
近年 来 , 越 来 越 多 卵 集 癌 对 铂 类 化 疗 药 物产 生 耐 药 性 ， 
降低 了 其 综合 治疗 效果 ,从 而 严重 影响 了 卵巢 癌 患 者 的 
5 年 生存 率 "。 探 索 .明确 卵 梨 癌 的 化 疗 药 耐 药 作用 机 
制 ,提高 卵 梨 癌 化 疗 敏感 性 是 妇科 肿瘤 研究 领域 的 重要 
研究 任务 。 目 前 认为 耐 药 主要 机 制 是 由 于 卵 集 癌 拓 扑 
异 构 酶 芽 a 减 少 ,进而 显著 减低 铂 类 药物 发 挥 其 断裂 细 
胞 DNA 双 链 的 效能 所 致 ~。 同 时 金属 硫 和 蛋白 (MTN)、 
多 药 耐 药 相关 和 蛋白 (MDP) 等 升 高 ,从 而 保护 细胞 膜 不 
被 攻击 中 。 目 前 研究 均 是 以 单个 蛋白 为 研究 目标 ,然而 
面 对 复 杂 的 卵 集 癌 耐 药 机 制 ,依赖 单个 蛋白 的 量变 或 质 
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变 难于 阐明 其 更 精确 及 网 络 化 的 分 子 机 制 。MicroR- 
NA 是 最 近 发 现存 在 于 细胞 质 中 的 一 大 类 短小 非 编码 
RNA, 具 有 广泛 的 基因 转录 后 水 平 调控 作用 ” ,研究 发 
现 , 铀 类 药物 耐 药 的 卵 梨 癌 细 胞 株 中 MiR-23a 表 达 明 显 
上 升 站 ,本 研究 拟 通 过 分 子 生物 学 方法 ,降低 耐 药 细胞 内 
的 MiR-23a 含 量 ,以 观察 细胞 耐 药性 的 变化 及 其 初步 机 
制 , 以 期 进一步 解释 卵 梨 癌 铀 类 药物 耐 药 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 主要 仪器 

顺 铂 耐 药 株 A2780 由 重庆 医科 大 学 附属 第 一 医院 
妇 产 科 陈 国庆 博士 惠 赠 。miR-23a 抑 制 物 antagomir- 
23a、Lipofectamine2000 购 自 上 海 吉 玛 生物 技术 公司 ; 
RPMI 1640 为 杭州 四 季 清 生物 公司 产品 ,小 牛 血清 为 美 
Gibco 产 品 , 甲 基 嗓 唑 蓝 (MTT) 蛋白 提取 试剂 盒 、 
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ECL 化 学 发 光 试 剂 .Heochst33258 盒 均 为 江苏 锦 云 天 
生物 公司 产品 ; 鼠 抗 人 P-gp 单 克隆 抗体 、 鼠 抗 人 B-actin 
单 克 隆 抗体 及 免 抗 鼠 IgG 二 抗 等 均 为 大 连 宝 生生 物 公 
司 产品 ; 流 式 细胞 仪 为 美国 Becton Dickinson 产 品 。 
1.2 细胞 培养 与 实验 分 组 

A2780 细 胞 在 含有 10% 的 小 牛 血清 培养 液 中 培养 ， 
37 % .5% CO, 培 养 箱 中 培育 , 待 细 胞 生长 铺 平 后 进行 消 
化 传代 ,接种 。 将 A2780 细 胞 分 为 对 照 组 及 实验 组 ,其 中 
对 照 组 仅 加 入 顺 铂 , 实 验 组 加 入 顺 铂 及 antagomir-23a。 
1.3 MTT 试 验 

取 生 长 对 数 期 顺 铀 耐 药 株 A2780 细 胞 接种 于 96 孔 
板 中 ,每 孔 接种 3x10 个 细胞 ,对 照 组 以 及 实验 组 均 
分 别 加 入 顺 铂 ,并 调整 其 终 浓度 为 0.20.40 .60 .80、 
100 .120 hmoyL ,每 个 浓度 设 3 个 复 孔 。 实 验 组 在 上 
述 基础 上 ,再 加 入 5 pmol/ 孔 antagomir23a 及 转 染 试剂 
Lipofectamine2000 每 孔 0.3 pl, 常 规 培养 48 bh 后 各 孔 均 
加 入 5 g/L MTT 溶液 20 岂 , 继 续 孵 育 48 后 取出 并 吸 尽 
孔 内 上 清 液 ,每 孔 加 入 150 由 DMSO ,振荡 5~10 min 后 
放 入 酶 标 仪 内 ,于 490 nm 波长 处 测定 各 孔 的 吸光 度 A 
值 (Asw) ,并 依据 吸光 值 计算 各 组 细胞 生长 抑制 率 药 物 
半数 抑制 浓度 ICso。 
1.4 流 式 细 胞 分 析 

实验 分 组 及 药物 处 理 同 MTT 试 验 ,对 照 组 及 实验 
组 细胞 细胞 接种 于 6 和 孔 板 内 ,培育 48 h 后 应 用 经 PBS 洗 
涤 , 加 入 75% 乙 醇 固 定 保 存 , 检 测 前 再 次 用 PBS 洗涤 ,并 
加 180 吕 1% RNA 酶 溶液 混合 ,37 % 温 度 孵 育 30 min， 
加 800 pl PI 后 置 4 冰箱 内 30 min 后 取出 应 用 流 式 细 
胞 仪 检测 。 
1.5 凋 亡 形态 学 检测 

采取 Hoechst33258 染色 法 ,实验 分 组 及 处 理 同 流 
式 细 胞 检测 ,在 6 孔 板 内 置信 细胞 候 片 ,培育 48 h 后 取 
出 ,经 PBS 清洗.4% 甲 醛 固 定 后 加 入 Hoechst 33258 染 
色 工 作 液 ,暗室 染色 3~5 min 后 置 于 荧光 显微镜 下 观 
察 , 凋 亡 细 胞 胞 核 呈 致密 浓 染 ,或 呈 碎 块 状 致密 浓 染 。 
1.6 Western blot 实验 

实验 分 组 及 处 理 同上 ,各 组 细胞 培育 48 h 后 吸 尽 
培养 液 ,严格 按照 蛋白 定量 试剂 盒 操 作 说 明 进 行 蛋白 定 
量 ,并 取样 本 进行 免疫 印迹 分 析 , 先 后 按 SDS-PAGE 电 
泳 转 膜 \ 封 闭 . 加 入 一 抗 ( 鼠 抗 人 P-gp 单 克 隆 抗体 、 鼠 抗 
人 PB-actin 单 克隆 抗体 )4 放置 12 h、 二 抗 37 "孵育 1 h、 
ECL 显 色 , 最 后 放 入 发 光 成 像 系 统 中 显 像 , 并 用 Quantity 
One 分 析 软 件 对 所 获 结果 进行 分 析 。 
1.7 统计 学 分 析 

采用 统计 软件 SPSS17.0 版 对 全 文 数 据 进 行 统 计 学 
分 析 。 计 量 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,两 组 比较 采用 成 
组 检验 ;计数 数据 以 百分比 表示 ,两 组 比较 采用 方差 分 
析 。P<0.05 表 示 差 异 有 统计 学 意义 。 
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2 结果 
2.1 antagomir-23a 对 耐 药 A2780 细胞 增殖 抑制 率 的 
影响 

MTT 结 果 显 示 , 与 对 照 组 比较 ,实验 组 细胞 生长 抑制 
率 显著 增高 ,差异 具有 显著 统计 学 意义 (P<0.01), 量 呈现 
出 顺 铂 剂量 依赖 性 (图 1)。 对 照 组 IC: 为 110.18 pmol/L ， 
而 实验 组 ICs 为 17.89 umolyL, 较 对 照 组 降低 了 83.76%。 


100 一 ”Control group 


90 s# ”Experiment group 


The proliferation inhibition rate (%) 
LA 
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Concentration of cisplatin (umol/L) 


图 1 antagomir-23a 增 加 耐 药 A2780 细 胞 对 顺 铂 的 增 
殖 抑制 率 


Fig.1 Antagomir-23a increases the inhibition rate of 
A2780 cells exposed to cisplatin. 


2.2 antagomir23a 对 耐 药 A2780 细胞 增殖 周期 及 凋 亡 
率 的 影响 

与 对 照 组 比较 ,实验 组 A2780 细 胞 S$ 期 细胞 明显 减 
少 ,G0/G1 期 细胞 显著 增多 ,A2780 细 胞 被 阻 沾 在 G0/ 
G1 ,实验 组 细胞 凋 亡 率 明 显 高 于 对 照 组 ( 表 1)。 
2.3 antagomir-23a 对 耐 药 细胞 凋 亡 形态 的 影响 

与 对 照 组 相 比 ,经 顺 铂 及 antagomir23a 处理 后 的 
细胞 ,其 细胞 核 Hoechst33258 染色 明显 变 亮 , 出 现 浓 
缩 . 固 缩 等 凋 亡 形态 学 改变 ,中 间 浓 度 (60 hmolL 顺 铀 ) 
对 照 组 细胞 凋 亡 率 约 4.23% ,而 中 间 浓 度 (60 hmolyL 顺 
铂 +5pmolantagomir-23a) 实 验 组 细胞 凋 亡 率 为 27.82%， 
差异 具有 统计 学 意义 (图 2)。 
2.4 antagomir-23a 对 耐 药 A2780 细 胞 P-gp 蛋白 表达 的 
影响 

与 对 照 组 相 比 ,实验 组 P-gp 蛋白 表达 量 随 着 顺 铂 
浓度 的 加 大 而 减低 ,差异 具有 统计 学 意义 。 而 对 照 组 各 
顺 铂 浓度 处 理 后 P-gp 蛋白 表达 量 未 见 明 显 变化 ( 表 2)。 


3 讨论 

卵 梨 癌 是 致死 率 最 高 的 妇科 恶性 肿瘤 ,近年 有 明显 
上 升 趋势 。 随 着 妇科 手术 方式 的 不 断 改 进 ,对 中 晚期 卵 
梨 癌 主 要 实行 以 肿瘤 细胞 减 灭 术 及 化 学 治疗 相 结合 的 
综合 治疗 治疗 方法 ,由 于 肿瘤 细胞 减 灭 术 无 法 完全 清除 
患者 体内 卵 梨 瘤 细 胞 ,因而 化 学 治疗 作为 最 后 的 防线 ， 
直接 关系 到 患者 的 预后 及 5 年 生存 率 "。 最 近 发 现 , 肿 
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表 1 antagomir-23a 对 A2780 细 胞 周期 分 布 及 凋 亡 率 的 影响 
Tab.1 Effect of antagomir-23a on cell cycle distribution and apoptosis of A2780 cells (%) 


Group Cisplatin (umol/L) Inhibition (pmol/L) GO/G1 term S term G2/M term apoptosis rate 
0 0 46.15+1.25 39.96+1.76 13.89+0.85 1.22+0.14 
20 0 44.61+2.36 40.42+2.05 14.97+0.91 2.10+0.09 
40 0 48.97+1.96 41.20+1.33 9.83+0.53 1.56+0.27 
Bs 60 0 52.1441.52 38.5841.94 9.2840.61 3.69+0.53 
80 0 55.53+1.16 31.37+2.14 13.10+0.82 4.52+0.46 
100 0 60.08+2.37 27.51+1.30 12.41+0.13 7.04+0.69 
120 0 64.91+1.80 23.08+2.22 12.01+0.47 9.62+0.85 
0 0 49.02+2.09" 35:604+3.15* 15.38+1.00” 2.42+0.24" 
20 3 57.53+2.41" 33.61+1.62" 8.86+0.72" 3.19+0.15° 
Experiment 40 5 63.18+3.91" 29.85+1.51" 6.97+0.29" 9.13+0.61" 
group 60 5 69.61+1.92" 23.10+1.29" 7.29+0.43" 13.66+1.02" 
80 5 76.39+3.17" 19.00+1.10" 4.61+0.66" 20.63+1.16" 
100 5 85.06+2.85" 7.15+0.42" 7.79+0.34" 34.13+2.34° 
120 3 91.49+2.33" 2.13+0.19" 6.38+0.59" 51.17+3.91° 


Note: Compared to control group, the indexes of the same concentration in experiment group was *P>0.05, and "P<0.05. 


(B) 


图 2 antagomir-23a 对 耐 药 A2780 细 胞 凋 亡 形态 的 影响 


© 


Fig.2 Morphological changes of apoptotic A2780 cells exposed to antagomir-23a and cisplatin. A: Untreated cells; B: Cells 


treated with 60 umol/L cisplatin; C: Cells treated with 60 umol/L cisplatin and 5 pmol/L antagomir-23a. 


表 2 antagomir-23a 对 耐 药 A2780 细 胞 P-gp 蛋白 相对 表达 量 的 影响 
Tab.2 Effect of antagomir-23a and cisplatin on cell cycle and apoptosis rate of A2780 cells (%) 


Cisplatin (nmol/L) 
Group 
20 40 60 80 100 120 
Control group 1.13+0.02 0.95+0.03 1.09+0.02 0.87+0.01 1.24+0.04 1.21+0.03 
Experiment group 0.98+0.01° 0.94+0.02” 0.83+0.03” 0.51+0.01" 0.34+0.01" 0.23+0.01" 


Note: Compared to control group, the indexes of the same concentration in experiment group was "P>0.05, and "P<0.05. 


瘤 细 胞 对 多 种 化 疗 药物 均 产 生 耐 药性 ,导致 治疗 效果 低 
下 ,同时 由 于 化 疗 药物 的 副作用 ,从 而 进一步 降低 了 综 
合 治疗 效果 。 探 明 卵 策 瘤 细 胞 耐 药 机 制 ,是 改善 卵 梨 癌 
临床 治疗 效果 的 重要 途径 。 本 研究 结果 证 实 ,抑制 耐 药 
卵 人 梨 癌 A2780 细 胞 浆 内 miR-23a 表 达 后 ,细胞 对 顺 铂 的 
敏感 性 显著 提升 。 
MicroRNA(miRNA ) 是 近年 研究 证 广泛 存在 于 细 
胞 浆 内 的 一 类 长 度 为 20~22 个 核 昔 酸 的 单 链 RNA 分 


子 , 该 分 子 不 具备 蛋白 编码 功能 ,但 却 通 过 与 受 控 靶 基 
mRNA3'- 非 编码 区 (3-UTR) 序 列 结合 ,抑制 该 mRNA 
的 蛋白 转录 ,从 而 发 挥 在 转录 后 水 平 调节 靶 基 因 的 表达 
的 功能 ””。miR-23a 作 为 MircoRNA 的 一 种 ,具有 广泛 
的 基因 调控 功能 ,发 挥 相 应 生物 学 功能 。 本 研究 结 
果 发 现 ,抑制 耐 药 卵 梨 癌 A2780 细 胞 后 ,细胞 对 顺 铀 的 
敏感 性 显著 增强 ,其 ICs 为 17.89 nmol/EL, 比 对 照 组 IC 
110.18 humolL 降 低 了 83.76% ,上 且 呈 现 出 现 顺 铀 浓度 依 


201712.01186v1 


chinaXiv 


"128，: J South Med Univ, 2015, 35(1): 125-128 


赖 性 , 即 顺 铀 浓度 越 大 ,细胞 增殖 抑制 率 越 高 。 流 式 细 
胞 术 也 提示 ,抑制 miR-23a 表 达 并 经 顺 铂 处 理 后 ,细胞 
大 多 停滞 于 非 增殖 的 G0/G1 期 ,而 增殖 期 $ 期 细胞 明显 
减少 , 凋 亡 率 也 随 之 明显 加 大 。 同 时 ,细胞 凋 亡 增加 的 
现象 得 到 形态 学 的 证 实 , 即 细胞 核 浓缩 ,细胞 核 变 小 , 梁 
色 亮 度 增加 。 人 研究 者 在 实验 过 程 中 ,将 抑制 miR-23a 并 
经 顺 铂 处 理 后 的 细胞 置 于 显微镜 下 观察 ,发 现 细胞 形态 
发 生变 化 , 即 细胞 铺 平 变 大 , 边 角 折光 性 降低 ,部 分 细胞 
呈现 “ 烂 菜 叶 ” 状 , 为 细胞 生长 极为 不 良 的 形态 学 表现 ， 
同时 双核 分 裂 细 胞 也 较 对 照 组 显明 减少 。 

为 进一步 探索 抑制 miR-23a 表 达 增 强 A2780 细 胞 
对 顺 铂 敏感 性 的 分 子 机 制 ,本 实验 应 用 免疫 印迹 法 
检测 了 糖 蛋白 (P-gp) 的 表达 变化 ,结果 发 现 ,P-gp 在 实 
验 组 中 表达 明显 减低 ,人 类 P-gp 是 由 位 于 7 号 染色 体 长 臂 
上 肿瘤 多 耐 药 基因 1(MDR1) 所 表达 , 相对 分 子 质量 为 
170 000, 由 两 个 分 子 结构 基本 同 相 的 亚 基 组 成 ,每 个 亚 
基 均 包含 6 个 跨 膜 区 和 一 个 ATP 结 合 位 点 "2 。P-gp 存 
在 于 耐 药 细胞 胞 膜 上 ,与 ATP 结 合 后 获得 能 量 发 挥 药物 
泵 的 功能 ,能 将 化 疗 药物 反 排出 至 细胞 外 ,减少 药物 在 
细胞 内 存 积 ,避免 细胞 受 其 伤害 ,这 一 耐 药 机 制 也 称 为 
经 典 耐 药 机 制 站 。 有 人 研究 者 通过 交 光 素 酶 报告 基因 活 
性 分 析 发 现 miR-23a 直接 结合 RUNX3-3'UTR 区 ,从 而 
证 实 Runt 相 关 转 录 因 子 3(Runx3) 基 因 是 miR-23a 调控 
的 革 基 因 "。Runx3 是 存在 于 细胞 内 的 一 种 抑 癌 基 因 ， 
其 抑 癌 机 制 与 TGF-B 通 路 有 关 , 后 者 是 对 多 种 发 育 和 生 
理 过 程 产生 抑制 作用 的 生长 因子 ”9 。Runx3 和 蛋白 与 
Sin3A 等 转录 辅助 抑制 因子 结合 ,从 而 沉默 MDR1 基 因 
表达 ,最 终 使 P-gp 等 蛋白 表达 下 降 , 由 于 耐 药 肿瘤 细胞 
内 高 表达 miR-23a, 从 而 限制 了 Runx3 的 抑 癌 作用 。 

基于 本 研究 的 实验 结果 及 已 证 实 的 相关 结果 ,我们 
推测 , 耐 药 卵 梨 癌 A2780 细 胞 中 miR-23a 表 达 显 著 增 
高 ,miR-23a 与 Runx3 3'UTR 区 结合 ,抑制 Runx3 的 表 
达 , 从 而 限制 了 Runx3 对 MDR1 的 表达 沉默 作用 ,使 得 
耐 药 细胞 P-gp 表达 明显 上 升 ,进而 通过 经 典 途 径 发 挥 
了 耐 药 作用 。 而 抑制 miR-23a 的 表达 使 其 调控 作用 减 
弱 , 可 提高 Runx3 的 表达 量 ,促进 Runx3 对 MDR1 的 表 
达 沉 默 作用 ,使 得 P-gp 和 蛋白 表达 减少 ,不 同 程度 的 抑制 
了 经 典 耐 药 途 径 作 用 ,从 而 提高 耐 药 细胞 对 顺 铂 的 敏感 
性 。 然 而 miR-23a 具 有 多 基因 调控 性 质 ,因而 其 精确 耐 
药 作用 机 制 ,仍然 有 待 进一步 探索 。 
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